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論 文 内 容 の 要 旨 
 
【目的】 
細胞膜タンパク質分子の多くが GPIアンカー配列により細胞膜上のラフトに固定される。またそれら
は種々の酵素的に切断を受けて多彩な生理作用を呈することが知られている。これまで ACE
（angiotensin-converting enzyme）が切断に重要な役割をしていると想定されていたが、共存する
他の分子の関与も否定できないため未知の GPIアンカー配列切断酵素の探索を行った。 
【対象】 
精製ウサギ ACE 標品を出発材料とし、COS7 培養細胞株に強制発現した GPI アンカー型タンパク質の
一種である胎盤型アルカリフォスファターゼ（PLAP）を含む膜画分を切断酵素の基質とした。 
CKO-K1培養細胞株において、EGFPに GPIアンカー配列を付加した組み換えタンパク質を強制発現し
た細胞株を樹立し酵素活性測定のレポータータンパク質とした。（CHO-K1-EGFP細胞株）同じく CHO-K1
培養細胞株に PLAPを強制発現させ（CHO-K1-PLAP細胞株）酵素活性測定を行った。 
【方法】 
精製 ACE の電気泳動後、主要なバンド（〜60kDa）のタンパク質質量分析を行い、同定したタンパク
について組換えタンパクを発現させ PLAP切断酵素活性を測定した。 
組換えタンパク質の一部において既知のエステラーゼ活性ドメインを欠失させた、変異体組換えタン
パク質を作成し酵素活性を測定した。 
CHO-K1-PLAP 細胞株及び CHO-K1-EGFP 細胞株を用いて PLAP と EGFP をレポータータンパク質として
FACS解析により遊離能検定を行った。 
CHO-K1-PLAP細胞株にGPI-アンカーの構成分子であるethanolamineをラベルし遊離能検定を行った。 
【結果】 
混在分子としてウサギ carboxylesterase２（CES2）を同定した。更にマウス肝臓組織より cDNAを調
製し、マウス CES1~6全てのアイソフォームについて GPIアンカー配列切断酵素活性を確認した。ま
た、そのエステラーゼ活性を消失した変異体でも失活しないことから、未知のドメインによる酵素活
性が示唆された。また、マウス CES3と ACEが結合することを確認し、共存しやすい原因と考えられ
た。 
【結論】 
GPIアンカー型タンパク質配列を特異的に認識する新規切断酵素を同定した。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
GPI-アンカー（glycosylphosphatidylinositol anchor）は、膜タンパク質の一種で、ラフトと呼ば
れるスフィンゴ脂質に富んだ膜領域に多く集積し、細胞内外のシグナル伝達の場を形成している。ア
ンカーの骨格部分は、エタノールアミン、リン酸、糖鎖（マンノース及びグルコサミン）およびイノ
シトールリン脂質から構成されている。GPI-アンカー型タンパク質は、酵素、受容体、膜接合因子と
して多くの機能を持っていると同時に、種々の酵素的切断を受けて多彩な生理作用を生じることが知
られている。 
本研究は、このような GPI-アンカー型タンパク質の切断酵素として、既に知られているアンギオテ
ンシン転換酵素（angiotensin-converting enzyme；ACE）と異なる新規の GPI-アンカー型タンパク
質切断酵素の探索し同定を行ったものである。 
市販のウサギ ACE 標品の電気泳動により ACE と異なる分子量の GPI-アンカー型タンパク質切断酵素
活性をもつバンド（60ｋDa）を検出し、そのタンパク質が質量分析により carboxylesterase2（CES2）
であることを明かにした。マウスからCES2と同様の構造をもつCES1-CES6遺伝子をクローニングし、
それぞれ COS7 培養細胞株に導入し強制発現させ、マウス胎盤型アルカリフォスファターゼ（PLAP）
を含む膜画分を基質として切断活性を調べた結果、CES1-CES6タンパクの全てが切断活性を有するこ
とを示した。さらに、CESタンパクはエステラーゼ活性を持つことが知られていたが、そのドメイン
のアミノ酸を置換した組換えタンパク質においても GPI-アンカー型タンパク質の切断活性を有する
ことを明らかにした。同様の結果は、CHO-K1-PLAP 細胞株を用いた PLAP 遊離実験でも確認された。
さらに、CHO-K1-PLAP細胞株について、GPI-アンカーを構成するエタノールアミンをラベルし切断部
位を特定した結果、CESタンパクは細胞膜とエタノールアミンの間で GPI-アンカー型タンパク質の切
断を起こすことを示した。 
本論文は、CESタンパクが、既知のエステラーゼ活性ドメインに依存せずに、GPI-アンカー型タンパ
ク質を切断する新たな酵素活性を有することを明らかにしたもので、膜タンパクの生理活性の制御を
研究する上で重要な知見を与えるものである。 
よって、本研究は、博士（医学）の学位を授与されるに値するものと判定された。 
 
 
